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(54) Title: IVIETHOD AND DEVICE FOR MARKING BIOMOLECULES 



(54) Bezeiclinung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR MARKIERUNG VON BIOMOLEKULEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method which is used to efficiently mark proteins with the help of a micromixer, in addition 
to a device which enables said inventive method to be carried out in an economical manner and with additional auxiliary agents. 



(57) Zusammenfassung: Gregenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur effizienten Markierung von Proteinen mit Hilfe eines 
Mikromischers sowie einer Vorrichtung mit dem das erfindungsgemaBe Verfahren mit einem geringen Aufwand an weiteren Hilfs- 
mitteln durchgefuhrt werden kann. 
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Verfafaren und Vorrichtung zur Markierung von Biomolekiileii 

Gegenstand der Erfindung ist ©in Verfahrcn zur effizicnten !M!arkieriin.g von Biomolckulen, 
vorzugsweise Proteinen, Nukleinsauren und Sacchariden, mit Hilfe eines Mikroinischers sowie 
eine Vorrichtung mit dem das erfindungsgemalie Verfahren . mit einem geringen Aufwand an 
5 weiteren Hilfsmitteln durchgefuhrt werden kaim. Die Markierungsreaktion im Mikromischer ist 
hferkommlichen Methoden zur Markierung yon Bbmolekiilen tiberlegen. 

Es ist bekannt, dass Biomolekule, insbesondere Proteine, fiir eine empfindliche und spezifische 
Detektion haufig mit Markermolekiilen versehen werden mtissen. Diese Markermolekule konnen 
Farbstoffe, elektrochemisch aktive Verbindungen oder auch selbst Proteine sein, wie die 
10 Peroxidase oder das Green Fluorescent Protein (GFP). Derartige Markierungen werden z.B. 
beschrieben von M. Brinkley iii Bioconjugate Chemistry 1992, 3, 2-13 und von R.P. Haugland in 
Methods in Molecular Biology 1995, 45, 205-221. 

Eine Moglichkeit fur die Markierung ist die Umsetzung eines Biomolekiils, das zum Zwecke einer 
spezifischen Markierung auch in einer abgewandelten Form vorliegen kann, mit einer aktivierten 
15 Form des Markermolekuls. Typischerweise werden am Biomolekul vorhandene Amino- oder 
Sulfliydiylgruppen markiert. 

Fiir die Markierung von Aminogruppen, zum Beispiel die in einem Protein vorhandenen 8- 
Aminogruppen der Aminosaure Lysin, wird ein Markermolekiil mit einer entsprechenden 
aktivierten FunktionalitSt versehen. Diese Funktionalitat kann beispielsweise ein Isothiocyanat 
20 (ITC) oder eine durch eine N-Hydroxysuccinimidgruppe (NHS) oder eine Tetrafluorphenylgruppe 
(TFP) aktivierte Garbonsaurefiinktion am Markermolekiil sein. Ein NHS-Ester reagiert dann 
beispielsweise mit einer primaren Aminogruppe zum entsprechenden Amid gemaB folgender 
Reaktion: 




25 Fiir die Aktivierung von Sulfhydrylgruppen werden entsprechende Maleimide eingesetzt. 
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Fur die Markierung von Biomolekulen, wie Proteine, werden geeignete aktivierte Derivate von 
Fluoreszenzmarkem von verschiedenen Herstellem in einer grolien Zahl angeboten. Vergleicht 
man die fur die Markierung von Proteinen angegebenen Vorschriften, so ist eine weitgehende 
Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Vorschriften festzustellen: Das Protein wird in 
5 einem aminfreien Puffer (pH 7 bis 9) in einer Konzentration von etwa 10 mg/ml gelost. Zur 
Verbesserung der Loslichkeit konnen noch 5% Dimethylsulfoxyd (DMSO) zugegeben werden. 
Dann werden zwischen 2 vind 1 0 moiare Aquivalente Farbstoffe, gelost in DMSO, zugesetzt und 
die Reaktion bei Raumtemperatur 5 Minuten bis 2 Stunden geruhrt. Anschlieliend wird die 
Reaktion durch Zugabe einer Hydroxylaminlosung oder durch das Abtrennen des freien 
1 0 FarbstoffeSj, zum Beispiel durch Gelpermeationschromatographie, gestoppt. 

Bei der bisher tiblichen Markierung von Biomolekiilen, insbesondere Proteinen z.B. mit 
Farbstoffen oder Fluoreszenzniarkem kann es jedoch zu Problemen kommen, well sich nach der 
Reaktion mit dem Biomolekiil gelegentlich ein unloslicher Niederschlag bildet. Dieser 
Niederschlag ist auf ein Ubermarkieren mit dem Marker zuriickzufuhren. Die iibermarkierten 
15 Molekiile konnen nicht fur die weitere Anwendung eingesetzt werden und gehen somit verloren. 

Ebenso kann es bei einer unregelmaBigen Markierung von Biomolekulen zu einer sehr starken 
Markierung einzelner Molekiile kommen. Dies jRUirt zu einem Selbstquenching der Fluoreszenz in 
diesen Molekulen und somit zu einer geringeren Fluoreszenzintensitat der gesamten Probe, 

Bs stellte sich deshalb die Aufgabe. ein Verfahren zu finden^ bei dem nach Moglichkeit jedes 
20 Biomolekiil mit genau der gewiirischten Axizahl von Markennolekiilen reagiert und eine ftir dieses 
Verfahren geeignete Vorrichtung zur Verfiigung zu stellen. Das Protein bzw. das Biomolekiil und 
das Markermplekiil miissen also in vorher festgelegen Mengenverhaltnissen in moglichst kleinen ' 
Volumenkompartimenten schnell miteinander vermischt werden. Anschlieliend muss gewahrleistet 
sein, dass die Molekiile ausreichend lange Zeit in Kontakt sind, um miteinander zu reagieren. Nach 
25 dieser Zeit wird die Reaktion abgebrochen, um Nebenreaktionen zu vmneiden. 

Es wurde nun ein Verfahren zur Markierung von Biomolekiilen, vorzugsweise von Proteinen, von 
Nukleinsauren oder Sacchariden, die freie Reaktivgruppen tragen, wie freie Amino-, Thiol-, 
Alkohol-, Aldehyd/Keton- und/oder Carbonsauregruppen, diarch eine damit unter Ausbildmig 
einer kovalenten Bindung reagierende Markerverbindung gefiinden, bei dem Losungen beider 
30 Verbindungen, d.h. Biomolekul5sung und L5sung der Markerverbindung, in definierten 
Mengenstromen, einem Mikromischer, vorzugsweise einem statischen Mikromischer, zugefuhrt 
imd dort intensiv vermischt werden. Anschlieliend wird die Reaktionsmischung vorzugsweise in 
eine Verweilstruktur eingespeist, wo sie eine durch das Volumen der Verweilstruktur und die 
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FlieBgeschwindigkeit der Reaktionsmischung vorbestimmte Zeit verbleibt Nach einer durch die 
Reaktionsbedingungen vorgegeben Zeit wird die Reaktion abgebiochen. 

Als Proteine, Niikleinsauren und/oder Saccharide koimen alle gangigen Verbindungen eingesetzt 
werden, wie z.B, Eiizyme, Membranproteine, Antikorper, Desoxyriboniikleinsaure (DNA), RNA, 
5 Polysaccharide. 

ErfindungsgemaB wird durch den Einsatz von Mikromischem und Verweilstrukturen die Effizienz 
der Markierungsreaktion aufgrund der besseren Durchmischung und Dosierung der Reaktanden 
und dem sehr genau einstellbaren und engen Verweilspektrum gegeniiber alien bisher bekannten 
Me^thoden erheblich gesteigert. 

10 Fiir das erfindungsgemalJe Verfahren konnen alle bekannten statischen Mikromischer eingesetzt 
- werden. Hierbei werden vorzugsweise statische Mischer eingesetzt, die kontinuierlich durchstromt 
werden, wie z.B. Multilaminationsmischer. Darunter fallen beispielsweise Stapeimischer, 
Schlitzplattenmischer, d.h. Mischer, bei denen Strome von z\yei unterschiedlichen Fliissigkeiten 
aufgefachert und die Teilstrome durch eine interdigitale Konfiguration altemierend kombiniert 

15 werden, oder auch Kammmischer, bei denen die beiden zu vermischenden Fluidstrome in eine 
Vielzahl von diinnen Lamellen oder Filmen aufgefachert werden und diese Lamellen anschlieBend 
abwechselnd ineinander gekammt werden, so dass es durch Diffusion und SekundarstrSnaungen zu 
einer schnellen Vermischung kommt. Diese sind z.B. aus dem Produktprogramm der Ehrfeld 
Mikrotechnik BTS GmbH (EMB) erhaltlich. 

20 Ebenfalls moglich sind V-Typ Mischer des Forschungszentrums Karlsruhe (FZK), Split und 
Recombinemischer, wie z.B. Kaskadenmischer oder BLautenmischer (EMB), in dem die Losungs- 
strome in kleinere Strome aufgeteilt und diese kleinen Strome wiederholt zusammengefiihrt und 
aufgeteilt werden, Caterpillarmischer der Instituts fiir Mikrotechnik Mainz (IMM), oder auch 
Mischer mit einer Querschnittsverengung, wie Fokusmischer oder Zyklonmischer (IMM), oder 

25 auch Jetmischer der Firma Synthesechemie und Prallstrahlmischer (IMM) oder Ventilmischer 
(EMB). 

Fiir das erfindungsgemaBe Verfaiiren wird vorzugsweise ein Mikromischer eingesetzt, bei dem die 
Anschliisse und Zuleitungen so gestaltet sind, das nur ein geringes Volumen bis zum Ein- bzw. 
Austritt der eigentlichen Mikrostruktur durchstromt werden muss (totvolumenarmer Mikro- 
30 mischer). Dieses Volumen liegt vorzugsweise unter 10 % des Vo lumens der zu mischenden 
Losungen, besonders bevorzugt unter 1%, also z.B. bei einer Losungsmenge von 500 iil unter 5 |xL 
Besonders geeignet ist ein aus PEEK (Polyetheretherketon) hergestellter Multilaminations- 
mikromischer. In den Beispielen wiirden die Kapillareingange der Zuleitungen unmittelbar 
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gegenilber den Offiiungen der Mikrostruktur angebracht, so dass dadurch das Totvolumen weiter 
minimiert werden koimte. 

I. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden Mikromischer mit Kanalweiten von 
kleiner als 1 00 fxm eingesetzt. 

5 In einen derartigen Mikromischer werden die Biomolekttl- und die Markermolekiillosungen mittels 
prazisen und pulsationsarmen Pumpen, wie z.B. Spritzenpumpen, zu dosiert. Vorzugsweise wird 
anschlieJJend die so vermischte Reaktionslosung in eine Verweilstruktur mit vorgegebener 
Verweilzeit eingespeist. • 

Altemativ dazu konnen die Losungen aber auch uber zwei miteinander gekoppelte Spritzen in den 
10 Mikromischer dosiert werden. 

Die Mischvorrichtung enthalt dabei vorzugsweise zwei Offhungen zrnn Aufsetzen von 
Dosierspritzen, die eigentliche mikrostrukturierte Mischstruktur, eine kurze kapillarartige Struktur, 
mit der eine gewisse Verweilzeit und ein Druckabfall zur leichteren Dosierung realisiert wird, 
einen Auslass fiir die gemischte Reaktionslosimg und Aussparungen, damit die Mischvorrichtung 
15 sicher auf die gangigen ReaktionsgefaBe, wie etwa z,B. die ReaktionsgefaBe (z.B, 0,5-2 ml) der 
Firma Eppendorf oder die Schraubdeckelr5hrchen (z.B. 2-50 ml) der Firma Greiner-Bio One 
aufgesetzt werden kann. 

Zum Dosieren der Losungen in die Mischvorrichtung konnen zwei handelsubliche Spritzen 
eingesetzt werden, siehe z.B. Fig. 2 oder 3. Die Spritzen werden mit den Losungen befullt. Das 

20 Volumen der Spritzen orientiert sich vorzugsweise am gcAVunschten Dosierverhaltnis der beiden 
Losungen. Nach dem Befuilen werden die Spritzen auf die entsprechenden Offiiungen der 
Mischvorrichtung aufgesetzt. In einer Ausfuhrungsform der Erfindung werden die beiden Kolben 
und Stempel der Spritze mit kleinen Hilfsvorrichtungen miteinander verbunden, so dass sich beim 
Herunterdrucken der verbundenen Stempel beide Stempel mit der gleichen Geschwindigkeit nach 

25 unten bewegen. Dadurch wird sichergestellt, dass ein dem Verhaltnis der Durchmesser der 
Spritzenzylinder entsprechendes Volumenverhaltnis der beiden Reaktionslosungen in die 
Mischvorrichtung dosiert wird, siehe Fig. 4. 

Bei der Mischvorrichtung kann es sich um eine Vorrichtung zum mehrfachen Gebrauch handeln. 
Es ist aber auch moglich mittels eines kostengiinstigen Herstellungsverfahrens, wie zum Beispiel 
30 durch Spritzguss, eine groUe Zahl kostengiinstiger Mischvorrichtungen herzustellen, die zum 
einmaligen Gebrauch gedacht sind. 
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Altemativ zu den bereits beschriebenen Verfahren ist eine Zudosierung in den Mikromischer auch 
tiber Zentrifugalkraft moglich, wie beispielhaft in Fig. 5 verdeutlicht. 

Hierfur enthalt die Mischvorrichtiing vorzugsweise zwei Reservoirs an der Oberseite (10/11), die 
eigentliche mikrostrukturierte Mischstruktur (3), eine kurze kapillarartige Struktur, mit der eine ■ 
5 gewisse Verweilzeit und ein Druckabfali zur leichteren Dosierung realisiert wird, einen Auslass 
fur die gemischte Reaktionslosung und Aussparungen, damit die Mischvorrichtung sicher auf die 
gangigen ReaktionsgefaBe aufgesetzt warden kann. 

Zum Dosieren der Losungen in die Mischvorrichtung werden die beiden Losungen in die 
Reservoirs (10/11) eingefullt. Dabei entspricht das GroJJenverhaltnis der Reservoirs dem 
10 iiblicherweise in die Reaktion eingesetzten Volumenverhaltnis der Losungen. Uber kleine, genau 
definierte Offnungen sind die Reservoirs mit der Mischstruktur (3) verbunden. Die Dimension der 
Of&iung und der Zuleitungen ist vorzugsweise so gewahlt, dass erst bei der Einwirkung einer Kraft 
auf die Losxmgen im Reservoir die beiden Losungen im gewunschten Verhaltnis in die 
Mischstruktur dosiert werden. 

15 Die Kraft kann durch das Zentrifiigieren der gefiillten, auf ein AuffanggefalJ, beispielsweise ein 2 
ml ReaktionsgefalJ, aufgesetzten Mischvorrichtung in einer Laborzentriftige erzeugt werden. Dabei 
ist die Ausfiihrungsform bevorzugt, in der die beiden Offiiungen der Reservoirs zu der 
Mischstruktur hin genau rechtwinklig zur Rotationsachse der Zentrifixge ausgerichtet sind, damit 
auf beide Losungen die gleiche Kraft wirkt. Um eine leichtere Ausrichtung zu ermoglichen ist die 

20 Mischvorrichtung mit entsprechenden Markierungen versehen. 

Ebenso kann die Kraft durch Anlegen eines Druckes an der Oberseite der Reservoirs oder durch 
, Anlegen eines Unterdruckes am Auslass der Mischvorrichtung erzeugt werden. 

Bei der Mischvorrichtung kann es sich ebenfalls um eine Vorrichtung zum mehrfachen Gebrauch 
handeln. Es ist aber auch moglich mittels eines kostengiinstigen Herstellungsverfahrens, wie zum 
25 Beispiel durch Spritzguss, eine groiie Zahl kostengunstiger Mischvorrichtungen herzustellen, die 
zum einmaligen Gebrauch gedacht sind. 

Die erfindimgsgemaBe Vorrichtung zur Durchfiilirung eines Verfahrens zur Markierung von 
Reaktivgruppen tragenden Biomolektilen, vorzugsweise Proteinen, enthalt daher vorzugsweise 2 
Reservoirs fur Fliissigkeiten, die ggf. iiber eine Zudosiereinheit, vorzugsweise 2 Spritzen, 
30 verfugen, einen Mikromischer, ggf. eine Verweilstruktur und ggf. ein beliebiges Auffanggerat fur 
das Produkt. 
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Bei Verweilzeitstrukturen im Sinne der Erfmdung handelt es sich urn abgegrenzte Voliimina, die 
aufgrund ihres iimeren Volumens in einer vorgegebenen Zeit durchstromt werden koiinen, wie z.B. 
Kapillaren oder auch Mikromischer. Es konnen unterschiedliche Verweilstrukturen eingesetzt 
werden, die sich jeweils durch eine m5glichst enge Verweiizeitverteilung auszeichnen imd geringe 
5 Totvolumina aufweisen. Im einfachisten Fall besteht die. Verweilstruktur aus einer Kapillare 
vorgegebener Lange, aber auch andere gleichmaBig durchstrpmte Volumina oder Anordnungen 
konnen eingesetzt werden. Ebenfalls konnen Verweilstrukturen eingesetzt werden, bei denen das 
Gemisch im Kreislauf umgepumpt wird, wobei ggf. ein Mikromischer in den Kreislauf eingefugt 
ist. Letzteres vor allem wenn zwei Phasen imd Phasentrennung vorliegen. 

10 Nach dem Durchlaufen der Verweilstruktur wird die Reaktionslosung aufgefangen. Dabei kann die 
Reaktion durch Zudosieren eines weiteren Reagenzes mittels eines weiteren Mikromischers, durch 
thermische Behandlung mit einem Mikrowarmetauscher oder durch Eintropfen der 
Reaktionsmischung in ein AuffanggefaB mit einem entsprechenden Abbruchreagenz gestoppt 
werden. 

15 Als Markerverbindung wird vorzugsweise ein Farbstoffinolekixl eingesetzt, das eine reaktive 
Gruppe tragt, d.h. freien Amino-, Thiol-, Alkohol-, Aldehyd/Keton- und/oder Carbonsaure- 
gruppen. Diese Reaktivgruppen-tragenden Markerverbindungen reagieren unter Bildung kova- 
lenter Bindungen, wie sie z.B. in M. Brinkley in Bioconjugate Chemistry 1992, 3, 2-13 und von 
R.P. Haugland in Methods in Molecular Biology 1995, 45, 205-221 beschrieben sind. 

20 Die Markierung von Alkoholen in Biomolekiilen, wie z.B. Proteinen, wie Serin, Threonin und 
Tyrosin) geschieht vorzugsweise uber Sulfonsaurechloride, wie z.B. Dansyl-chlorid (5-Dimethyl- 
amino-naphthalin-l-sulfonylchlorid) oder der Oxidation mit Natriximperiodat zum Aldehyd und. 
der anschlielienden Markierung mit Hydrazinderivaten der Farbstoffe, wie Z;B. Hydrazide, 
Semicarbazide, Carbohydrazide, wie z.B. Fluorescein-5-thiosemicarbazid. 

25 Die Markierung von Aldehyden/Ketonen erfolgt vorzugsweise mit Aminen (Schiff-Basen) oder 
mit Hydrazindervidaten zum Hydrazid, wahrend die Markierung von Carbonsauren vorzugsweise 
mit Hydrazindervidaten zum Hydrazid erfolgt. 

Besonders bevorzugt dabei ist, dass das MarkermolekUl eine reaktive Gruppe tragt, die mit den 
freien Amino-, Thiol,- Alkohol und/oder Aldehyd/Keton-tragenden Biomolekiilen unter Bildung 
30 kovalenter Bindungen reagiert und das MarkermolekUl zudem eine chemische Reaktion katalysiert, 
die zu einer leicht detektierbaren Farbanderung oder Anderung des Redoxpotentials seines 
Substrates ftihrt, wie z,B. Peroxidasen und alkalische Phosphatasen. 
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Bersonders bevorzugt als Reaktivgruppen sind Amino- und/oder Thiolgruppen. 

Die Markierungsreaktion kaiin nach Verlassen der Verweilstruktur dabei dutch Zugabe einer 
Verbindung abgebrochen werden, die mit den noch nicht umgesetzten Markermoiekulen schnell 
reagieit., Dies sind handelsiibliche Amino- vmd/oder Thiolgruppen— haltige Verbindungen, wie z.B. 
5 Hydroxylamin, Glutathion oder MercaptpethanoL 

Ebenfalls kann die Reaktion nach Verlassen der Verweilstruktur durch chromatographisches 
Abtrennen der noch nicht umgesetzten Markermolekflle abgebrochen werden. Hierfur eignen sich 

• ' 

alle handelsiiblichen Chromatographieverfahren, wie z.B. die Gelpermeationschromatographie mit 
beispielsweise Sephadex® G oder Biogel® P oder die lonentauscherchromatographie, Affinitats- 
10 chromatographie. Reversed Phase Chromatographie (EDPLC) und die Festphasenextrakion. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung kann die Reaktion nach Verlassen der 
Verweilstruktur durch eine thermische Behandlxmg der Reaktionslosung abgebrochen werden. 
Dies geschieht vorzugsweise durch Kiihlen der Reaktionslosung vorzugsweise mittels eines 
mikrostrukturierten Warmetauschers oder durch das Erhitzen der Reaktionslosung vorzugsweise 
15 mittels eines mikrostrukturierten Warmetauschers. * 

Das erfindungsgemaBe Verfahren fuhrt zu hSheren Ausbeuten und zu einer verbesserten 
Probenqualitat, da eine schnelle und grundliche Vermischung der beiden Reaktionspartner im 
Mikromischer stattfindet imd die Verweilzeit in der Verweilstruktur sehr genau eingestellt werden 
kann. 

20 Die Erfindung wird durch die beiliegenden Abbildungen und die . folgenden Beispiele naher 
erlautertj ohne dass diese darauf beschrankt ist 

Es zeigen: 



Fig. 1 die Explosionszeichnung eines totvolumenarmen Mikromischers, 

Fig. 2 den schematischen Versuchsaufbau mit dem Mikromischer^ 

25 Fig. 3 die vollstandige Versuchsapparatm:, 

Fig. 4 den schematischen Versuchsaufbau mit einem Mikromischer, der das gleichzeitige 

Dosieren ilber 2 Spritzen ermoglicht imd 

Fig. 5 den schematischen Versuchsaufbau mit einer Zudosierung aus 2 Reservoirs tiber 

Zentrifugalkrafl: oder Druck. 
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Beispiele 
Beispiel 1 

Es soUten Anti-human IgG AntikSrper, (aus der Ziege) mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) 
markiert werden. Die AntikSrper"^ (Lieferant: Sigma, Saint Louis) wurden in 0,1 M 
5 Natriumhydrogencarbonatpuffer (pH 8,5) gelost (10 mg/ml). 10 mg FITC (Lieferant: Molecular 
Probes, Eugene) wurden in 1 ml DMSO gelost. Zudem wurde zum Abstoppen der Reaktion eine 
1,5 m Hydroxy laminlosung (pH 8,4) hergestellt. 

Es wurde die herkomimliche Markierungsmethode, wie sie in der mitgelieferten Beschreibung des 
Fluoreszenzmarkers angegeben ist, mit der erfindungsgemaBen Markierung im Mikromischer 
10 verglichen. 

Al und A2 — HerkQmmliches Markierungsverfahren 

Es wurden 2 Ansatze von je 75 \il Antikorperlosung in zwei 1,5 ml ReaktionsgefaBe gegeben. Zu 
einem Ansatz'(Al) wurden 37,5 |li1 der Farbstofflosung, zum anderen (A2) 10 |j.l gegeben. Es 
wurde 1 h bei Raumtemperatur kraftig geschuttelt. Anschlieilend wurden jeweils 100 |li1 der 
15 Hydroxy laminlosung zugegeben und eraeut bei Raumtemperatur 20 min geschuttelt. Danach 
wurde der freie Farbstoff mittels Gelpermeationschromatographie (PD-10 Saulen, Lieferant: 
Amersham, Laufmittel: Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)) abgetrennt. 

Die so gereinigten AntikorperlSsungen wurden UVA^is-spektroskopisch untersucht. 

B - ErfindungsgemaBes Markierungsverfahren 

20 - Die beiden in Abb. 2 gezeigten Spritzen (1, 2) wurden iiber Kapillaren mit einem Mikromischer 
(3) verbunden. Zusatzlich wurde eine in Abb. 3 gezeigte Spiilleitung an der Kapillare einer der 
Spritzen angebracht, die zunachst mit einer Klemme verschlossen wurde. Diese SpuUeitung wurde 
an eine HPLC-Pumpe angeschlossen, die mit Wasser (bidestilliert) versorgt wurde. Der 
Mikromischer (3) war wiederum mit einer Kapillare (4) mit einer Lange von 28 cm verbunden. Am 

25 Ende der Kapillare wurde ein AuffanggefaB (5) bereitgestellt, in dem die Reaktionslosung 
gesammelt vmrde. 

Das erfindungsgemaBe Markierungsverfahren wurde nun in folgender Weise durchgpfuhrt: 

Die Antikorperlosung und die Farbstofflosung wurden jeweils in einer 1 ml Spritze aufgezogen 
und in jeweils eine der Spritzepumpen (6) und (7) eingespannt. 
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Ansatz B 1 : 

Es warden 75 jxl Proteinlosimg (Flussrate: 150 |ii/min) und 37,5 \il (Flussrate; 75 ^1/min) 
FarbstofflSsung innerhalb von 30 Sekunden in den Mischer dosiert. AnschlieBend wurde die 
Klamnier der Spiilleitung geof&iet und mitteis einer HPLC-Pumpe ihit einem Fluss von 0,2 fil/min 
5 die noch in der Kapillare befindliche Losung herausgedruckt. Das AuffanggefaB (5) wurde 
verschlossen und eine Stunde lang bei Raumtonperatur geschuttelt. 

Ansatz B2: 

Es wurden 75 |al Proteinlosung (Flussrate: 150 jil/min) und 10 |il (Flussrate: 20 ^il/min) 
Farbstofflosung innerhalb von 30 Sekunden in den Mischer dosiert. Der Ansatz wurde wie in Bl 
1 0 beschrieben weiter behandelt. 

Die beiden Ansatze der B-Reihe wurden nach einstundigem Schiitteln mit jeweils 100 |i,l einer 
Hydroxylaminlosung versetzt und emeut bei Raumtemperatur 20 min geschuttelt. AnschlieJJend 
wird der freie Farbstoff mitteis Gelpermeationschromatographie (PD-10 Saulen, Lieferant:. 
. Amersham, Laufmittel PBS) abgetrennt. 

15 Die so gereinigten Antikorperlosungen wurden UVA^is-spektroskopisch untersucht. 

Bei alien vier Ansatzen wurden aus den eingesetzten 0,75 mg Antikorpem nach der Aufreinigung 
der Reaktionen zwischen 0,6 und 0,7 mg markierte Antikorper erhalten. Die Markierungsgrade 
(Molekule Farbstoff pro Molekulprotein) sind fur Al: 8,62, fur A2: 6,32, fur Bl: 4,91 und fur B2: 
2,30. 

20 Die markierten Antikorper wurden auf ihre Eignung zur Anfarbung von Granuloz54en getestet. 

Dabei zeigte sich, dass die Proben der A-Reihe einen sehr hohen Hintergrund aufwiesen. Die 
Proben der B-Reihe zeigten einen geringen Hintergrund. Der Zellkem und die Mitosespindeln 
waren, wie erwartet, sehr gut sichtbar, 

Durch den Einsatz des Mikromischers konnte also eine deutlich verbesserte Probenqualitat 
25 erhalten werden. Dies ist auf eine gleichmalJigere Markierung der Antikorper zuriickzufuhren. 

Beispiel 2 

In der in diesem Beispiel gezeigten Reaktion wird ein Protein mit einem Fluoreszenzmarker 
versehen. Dabei wurde der NHS-Ester des Fluoreszenzmarkers eingesetzt, um unspezifisch mit den 
8-Aminogruppen der im Protein vorhandenen Aminosaure Lysin zu reagieren. 
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0,27 \xM Protein wurden in 1.800 inl NaHCOa-Puffer (0,1 M, pH 8) gelost. Zur besseren Losung 
wurden 100 \il DMSO zugegeben. 1,08 ^lM Farbstoff-NHS-Ester wurden in 140 jxl DMSO gelost. 
In den Mikromischer wurden uber 1/16"-Kapillaren die Protein- und die Farbstofflosungen mittels 
Spritzenpumpen zudosiert. Der Gesamtfluss betrug 400 jLil/min. 

5 Am Ausgang des Mischers befand sich eine Kapillare, die so lang war, dass die Verweilzeit der 
Reaktionslosungen im System 5 Minuten betrug. AnschlieBend tropfte die Losung in ein 
AuffanggefaB (5), das mit der Stopplosxmg (Hydroxylaminlosimg) gefuUt war. Nachdem die 
entsprechenden Mengen Protein bzw. Farbstofflosung zudosiert waren, musste das .zuletzt 
zudqsierte Volumen noch 5 min durch die Verweilkapillare gedruckt werden. Dies geschah mit 
10 Hilfe einer HPLC-Pumpe, die mit einem Fluss von 400 fxl/min Wasser durch die Kapillare pumpte. 

Nach dem Reaktionsende wurde der in der Stopp-Losung aufgefangene Markierungsansatz noch 
15 Minuten geruhrt und anschliefiend in einer Tischzentrifuge (Modell 5804 R von der Firma 

k 

Eppendorf) bei Raumtemperatur und 13.200 rpm zentrifugiert, um unlosliche Bestandteile 
abzutrennen. Bei dieser Reaktion waren jedoch kaum unlosliche Bestandteile zu beobachten. 

1 5 Der Ansatz wurde mit einer Pipette auf PD- 1 0 Saulen (Lieferant: Amersham) aufgetragen. Das 
Eluat wurde in Gefriertrocknungsglaschen aufgefangen, eingefroren und anschlielJend lyophilisert. 

In Bezug auf die eingesetzte Menge Protein wurde eine Ausbeute von 86,6% mit einem 
Markierungsgrad von 2,9 erzielt Mit der von den Herstellem empfohlenen Standardmethode 
wurden lediglich 45 % Ausbeute mit einem Markierungsgrad von 2,7 erzielt. 

20 Zudem zeigte die im Mikromischer hergestellte Probe gegeniiber der herkommlich hergestellten 
Probe eine leicht verbesserte Aktivitat im anschliefienden Aktivitatstest. 
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Bezugszeichenliste: 



1 .. 


Spritze 1 


2 


Spritze 2 


3 


Mikromischer 


4 


Kapillarleitung 


5 


AuffanggefaB 


6 


Spritzenpumpe 1 


7 


Spritzenpumpe 2 


8 


Verbindungen beider Kolben 


9 


. Verbindungen beider Stempel 


10 


Reservoir 1 


11 


Reservoir 2 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Markierung von freie Reaktivgruppen-tragenden Biomolekulen durch eine 
damit unter Ausbildung einer kovalenten Bindung reagierende Markerverbindungj, dadurch 
gekennzeichnet, dass Losimgen beider Verbindungen in definierten Mengenstromen einem 
5 Mikromischer, vorzugsweise einem statischen Mikromischer, zugefuhrt und dort intensiv 

vennischt werden, anschlieBend gegebenenfalls die Reaktionsmischung in eine 
Verweilstruktur eingespeist wird, dort eine durch das Volumen der Verweilstruktur und 
die Flieiigeschwindigkeit der Reaktionsnoiischung vorbestimmte Zeit verbleibt und die 
Reaktion nach einer durch die Reaktionsbedingungen vorgegeben Zeit abgebrochen wird. 

10 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die freie Reaktivgruppen 

Amino-, Thiol,- ALkohol , Aldehyd/Keton- und/oder Carbonsauregruppen sind. 

3 . Verfahren nach Anspriiche 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Biomolekiile 
Proteine, Nukleinsauren und/oder Saccharide sind. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, jdass 
1 5 ein Mikromischer mit Kanalweiten von kleiner als 100 jxm eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei dem eingesetzten Mikromischer um einen Multilaminationsmischer oder 
um einen Split- und Recombinemischer handelt. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5^ dadurch gekennzeichnet, dass 
20 es sich bei der eingesetzten Verweilstruktur um eine Kapillare vorgegeben Volumens oder 

ein anderes gleichmafiig durchstr6mtes Volumen oder eine gleichmaBig durchstromte 
Anordnxmgen handelt. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
bei der eingesetzten Verweilstruktur die Reaktionsmischung im Kreislauf umgepumpt 

25 wird, wobei ggf. ein Mikromischer in den Kreislauf eingefugt ist. 

8. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemafi einem oder mehreren der Anspriiche 
1 bis 7. 
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Fig.1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 5 



